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学位論文内容の要旨
【緒言】
グラム陰性偏性嫌気性細菌 Porphy'vmona.ygj17giva/i.Vは歯周疾患の主たる原因菌と考えられて
いる0本菌は血液寒天培地上で鉄代謝により-ムを若槻することによって黒色の集落を形成す
るbヘモグロビン結合性や赤血球凝集性には本菌の主要な病原性因子であるシステインプロテア
ーゼのジンジパインにコー ドされている迫伝子の産物が重要な働きをしており,-モグロビン結
合性にはこれらの遺伝子の内部 ドメインタンパク質である-モグロビン結合タンパク質 ITbR
(HGP15)が関わっている｡HbRは菌体表面に多く存在し,薗体外にも分泌されていることか
ら歯肉上皮細胞等の楕主細胞に直接的に作用していることが推測されるが,未だ不明な点が多
い0本研究ではHbRがヒト歯肉上皮細胞に及ぼす影響を明らかにすることを目的とし･HbR刺
激によって産生されるサイ トカインおよびケモカインの械榎をヒト歯肉上皮株化細胞である
ca9_22細胞を用いて網羅的に調べた.その結果,産生が顕著に務められたインターロイキン 8
(lL.8)産生について,その産生に関与している細胞内でのシグナル伝達経路を解析した｡
【材料 ･方法】
1. リコンビナン トHbR(rHbR):HbRは大腸菌BL21(DE3)により発現させ,精製したも
のを使用した｡
2. 細胞とその培遵‥ヒト歯肉上皮株化細胞CaL)-22はヒューマンサイエンス研究だ源バンク
から購入したo土語掛も10%吸塵のウシ胎児血沼(rCLalbovincserum.,BSA)を含むαMEM
を用いて37oC,5%CO2存在下で行った0
3. 抗体アレイ :RayBioHLmlalCytokincAnLibodyAray3(RayBiotccl社A)を用いて定性的
に解析したoメンブレン上の各スポットの検出は付属の検出試鵜を用いて化学発光させ
た後,lnlageQual､tLAS4()0を用いて行なった0
4. 酵寂免疫測IJE法(C,1ZymC-1il1kedim1､1u1-0SOrbcntassay:ELISA)‥Ca9-22から産生されるTL-8
はELISA法を用いて定量した｡
5. ウェスタンブロット:細胞総タンパク質をSDS-PAGE掛 こ.T分画し,各タンパク質に対
する特異抗体を用いて検出した｡
6. 免疫蛍光染色法 :シグナル伝達分子および転写因子の核内-の移行はそれぞれに対する
-tJ
特異的抗体を用いた免疫蛍光染色後,蛍光顕微鏡で観察 した0
7. 阻杏実験 :細Jl'd内シグナル分子の活性化の阻害は各分子に対する化学阻:七･:剤
を用いることで行った｡また,各辺伝子の発現抑制は各辺伝子特輿的配列を
持つsiR山Aを細胞に導入することで行ったO
【結果】
rHbRで刺激したヒト鯨肉上皮株化細胞Ca9･22において次の現象が観察されたo
1. IL一穴の救い搾生が.はめられた｡
2, p38,Erkl/2のリン酸化が経時的に,また,淡度依存的に認められた｡
3. 化学阻害剤によりp38.Erkl/2のリン酸化を抑Iiけ るとTL･Xの鹿生が抑制された0
4. 核内に局在するATF-2,CREBのリン酸化を認めたOまた,siRNAによるATF･2,CREBの
抑制により,HbRによるIL･8産生は阻宥された0
5. p3郎礼'-i:剤で前処埋するとTHbR刺激によるCREBのリン酸化は抑制されたが,ATF-2のリ
ン酸化の抑制は認められなかった｡対照的にMEKl/2阻害剤で前処理するとrHbR刺激に
よる〟rF-2のリン酸化は抑制されたが,CREBのリン酸化の抑制は認められなかった｡
6t lTCBα阻害剤の前処理によりHbRによるIL-8産生IEEは減少した0
7. 17(Bα阻害剤とF)3浪阻害剤を併用した場合,いずれかの単独使用に比べ,産生されるIL-A
の量は減少したOしかし,IT(B(1阻害剤とMEKl/2阻害剤を併用した場合,いずれかの単
独使用の場合とIL-8の産生丑において有意な差は認められなかったD
【考察】:
抗体アレイを用いたサイ トカイン･ケモカインの網羅的解析およびEuSAの結果,THbRで刺
激したヒト歯肉上皮珠化細胞Ca9-22はm-8を多く産生することが明らかになったOそして,そ
の鹿生にはMAPキナーゼの中でp38.Erkl/2のリン酸化が関与していること,しかし,JNKは関
与しないことが明らかになったDまた転写園子としてNF一KB,ATF-2,CREBの関与が示されたQ
ATF2とNF･KBはErkl/2の下流に位置し,一方,CREBはp3溝の下流に位但し,これらの分子が
活性化され核内-の移行が行なわれることによりIL-8遺伝子の転写が行なわれ,n･8が産生さ
れることが示唆された｡
本研究は,Pgt'17gl'valisの主要なタンパク質HbRがヒト歯肉上皮細胞にIL-8産生を誘導するこ
とを明らかにした初めての報告であるD
学位論文琴査結果の要旨
厨周病は,う蝕とともに口腔における二大感LJと症のひとつである｡歯周病原細歯porpl7yJ･OmOflaS
gi〃giva/jsの主要な病原性因子であるジンジパインの迫伝子上にはジンジパイン以外にもt.･9数の ド
メインタンパクrrがコー ドされているO-モグロビン縮合タンパクJL'iLI北Rもそのひとつであり,菌
体表面に多く存在し,またJ.I/;i休外にも分泌されているOそのため,歯肉上皮3･.I胞等の宿主細胞に直
接作用していることが推洲されるが,未だ不明な点が多い｡本研究では,大腸菌で発現させたリコ
ンビナントHbR(rHbR_)をJ恥､て,rHbRに対するヒト歯肉上皮株化細胞Ca9-22の応答を.調べ,HbR
刺激によって顕滞な増加が認められたインターロイキン8(IL-8)の産生に関与しているJNrl胸内シグ
ナル伝iを練路を仰析したO
研究路盤は,以下の内容であった｡
1.TflbR刺激によって歯肉上皮細胞からIL･8の強い産生が泊められた.
2.rHbR刺激によってMA_Pキナーゼのp38とErkl/2のリン酸化が.認められたOそして,化学阻害剤
でp38あるいはErkl/2のリン頗化を抑附け ると,rHbR刑激によるIL-R産生が抑制された｡
3.rrrbR刺激によって核内に局在するATF-2とCREBのリン恨化を絡めた｡また,siRNAによるATF12
あるいはCREBの発現抑脚Jにより,rHbR刺激によるrL-舶臣生は阻害された｡
4.p3棚rl'lIF.･:剤で前処理するとrHbR刺激によるCREBのリン轍化は抑制されたが,ArF-2のリン酸化
抑制は謎められなかった｡対照的にErktノ2上流のMEKl/2阻'.謹=,-'剤で前処理するとrHbR刺激による
ATF12のリン酸化は抑制されたが,CREBのリン触化抑Elilは組められなかった0
5.IKBtl阻害剤で前処理すると,rHbR刺激によって産生されるLp-8の量は減少したO
6.kB･x阻害剤とp3糾阻害剤を併用した場合,いずれかの単独使用に比べ,rHbR刺激によって渡生
されるtL･W)丑は減少したoLかし,IKBl1阻害剤とMEKl/2阻害剤を併用した場合には,単独使
用に比し,IL-8の産生量に有意な差は認められなかったo
これらの結果から,rHbR刺激は歯肉上皮細りJBに1L-8の産生を誘導することが明らかになった｡そ
して,rHbR刺激によるIL-8産生にはp38/CREB,Erkl/2/ATFl2,そしてErkl/2爪F一KB経路が関与する･
ことが明らかになった｡
本論文は,歯周病原卸商の病原性因子とその作用機序を解明しており,歯周病原細菌の病原性を
考える上で意義のあるものと評価できる｡
よって,論文審査担当者は一致して,本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める.
